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PURIFIKAČNÍ STRATEGIE



SEPARAČNÍ METODY

 A Separace založené na velikosti molekul
Dialýza a ultrafiltrace, centrifugace v hustotním 
gradientu, gelová permeační chromatografie, 
SDS-PAGE

 B Separace založené na rozdílech v rozpustnosti
Izoelektrická precipitace, vysolování neutrálními solemi, 
frakcionace organickými rozpouštědly

C Separace založené na základě povrchového náboje
Elektroforetické metody, iontově výměnná 
chromatografie, afinitní chromatografie



CENTRIFUGACE

Urychlit sedimentaci pevných částic 
v kapalném prostředí.

Na sedimentaci má vliv

1. vlastnost látky: velikost, tvar, hustota

2. vlastnost prostředí (rozpouštědla): 
hustota, viskozita



CENTRIFUGACE

20. léta 20. století - Svedberg - počátky laboratorních centrifug a analytické
centrifugace; teoretické základy metody

50. léta - Brakke - centrifugace v gradientu hustoty

THEODOR SVEDBERG
(1884-1971)

Nobelova cena za chemii 1926
pojmenována po něm 
Svedbergova jednotka pro vyjádření
sedimentačního koeficientu



CENTRIFUGACE - POUŽITÍ

 Odstranění hrubých částic z roztoku

Sediment (pelet)   X   supernatant

 Izolace organel nebo biomakromolekul

 Stanovení základních parametrů – MW, 
hustota, sedimentační koeficient

PREPARATIVNÍ ANALYTICKÉ



ROZDĚLENÍ CENTRIFUG

Pomalootáčková
5 000 ot/min

Rychlootáčková
25 000 ot/min

Ultracentrifugace
80 000 ot/min

Centrifugace



OTÁČKY  G 

rad

rg .2

f.2 

- úhlová rychlost

(rad/s)

f – otáčky/min



OTÁČKY  G
NOMOGRAM PRO PŘEPOČET RPM NA RCF

rad



PREPARATIVNÍ 
CENTRIFUGACE

TYP
centrifugace

ZONÁLNÍ
- tvorba zón v 

hustotním gradientu

DIFERENCIÁLNÍ
- dvě fáze

(sediment/supernatant)



METODY NANÁŠENÍ VZORKU

frontální
vzorek v celé kyvetě

zonální
vzorek - úzká zóna

Metoda



PREPARATIVNÍ CENTRIFUGA



PREPARATIVNÍ CENTRIFUGA



PREPARATIVNÍ 
ULTRACENTRIFUGA



ROTORY

 Úhlový – diferenciální centrifugace

 Výkyvné – zonální centrifugace

 Zonální – bez kyvet, vzorek je uvnitř rotoru



ÚHLOVÝ ROTOR



DIFERENCIÁLNÍ 
CENTRIFUGACE

opakovaná centrifugace se zvyšující se 
rychlostí otáček = gravitací

diferenciální
dvě fáze

(sediment
supernatant)

zonální
zóny

(gradient)

Centrifugace



VÝKYVNÝ ROTOR
diferenciální

dvě fáze
(sediment

supernatant)

zonální
zóny

(gradient)

Centrifugace



diferenciální
dvě fáze

(sediment
supernatant)

zonální
zóny

(gradient)

CentrifugaceGRADIENTOVÁ 
CENTRIFUGACE

Hustotní bariera Diskontinuální Kontinuální



GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE

Hustotní bariéra Diskontinuální Kontinuální



GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE

MÉDIA

Kriteria pro výběr centrifugačního media:

 musí v roztoku tvořit gradient

 nesmí interferovat se vzorkem

 musí být lehce odstranitelné ze vzorku



GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE

MÉDIA
 Sacharosa 

 Glycerol

 Ficoll - dextran

 Percoll – SiO2

 CsCl 

 Cs2SO4

Hypertonické prostředí

Nutno připravit gradient

Gradient vzniká během centrifugace



GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE



GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE

Izopyknická Nerovnovážná

Metoda



GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE



GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE



DIFERENCIÁLNÍ   VERSUS 

GRADIENTOVÁ CENTRIFUGACE



ZONÁLNÍ ROTOR

Umožňuje centrifugaci velkých
objemů vzorků



ZONÁLNÍ ROTOR



CENTRIFUGACE SE 
ZONÁLNÍM ROTOREM



CENTRIFUGACE SE 
ZONÁLNÍM ROTOREM



CENTRIFUGACE SE 
ZONÁLNÍM ROTOREM



ANALYTICKÁ 
ULTRACENTRIFUGACE



ANALYTICKÁ 
ULTRACENTRIFUGACE



ANALYTICKÁ ULTRACENTRIFUGA



OPTICKÝ SYSTÉM



OPTICKÝ SYSTÉM



OPTICKÝ SYSTÉM

• Absorbční optický systém
 UV-VIS od 200 do 800 nm 

detekce makromolekul obsahujících silný 
chromofor

• Rayleighův interferenční optický systém
 měří změny indexu lomu

analýza makromolekul neobsahujících silný
chromofor (např.polysacharidů) nebo vzorků 
obsahujících v pufru silně absorbující látky 
(např.ATP/GTP, DTT oxidovaný)



OPTICKÝ SYSTÉM

Zkřížená optika

Interferenční 
optika

Fotografický 
systém

Absorbční systém



ANALYTICKÁ 
ULTRACENTRIFUGACE

sedimentační rovnováhy sedimentační rychlosti

Metoda



METODA SEDIMENTAČNÍ 
ROVNOVÁHY
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METODA SEDIMENTAČNÍ 
ROVNOVÁHY



 Termodynamické informace (závisí na Mr)

 Experimentálně lze stanovit :

• Relativní molekulovou hmotnost – sacharosa Mr (Mr = 360) 
až po viry (Mr = mnoho milionů)

• Stav molekul v roztoku - asociace

• Rovnovážné konstanty v roztoku, K
 výpočet volné energie asociačních reakcí

METODA SEDIMENTAČNÍ 
ROVNOVÁHY



METODA SEDIMENTAČNÍ 
RYCHLOSTI
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METODA SEDIMENTAČNÍ 
RYCHLOSTI



METODA SEDIMENTAČNÍ 
RYCHLOSTI

 Hydrodynamické parametry

(závisí na Mr a tvaru molekuly)

 Experimentálně lze stanovit :
• Sedimentační koeficient s

• Difuzní konstantu D nebo frikční faktor f

• Relativní molekulovou hmotnost Mr

• Tvar molekuly v roztoku


